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【研究目的】海水中では、溶存無機炭素 (dissolved inorganic carbon, DIC) のほとんどが HCO3-として存在して
おり、その濃度は約 2 mM である。それに対し、光合成による炭酸固定の基質となる CO2 の濃度は極めて低
く、常温で 15 μM 程度しか存在しない。珪藻は、低 CO2環境下で高い光合成活性を維持するために、HCO3-を
能動的に取り込む CO2 濃縮機構（CO2-concentrating mechanism : CCM）を発達させた。CCM 関連因子は、CO2
濃度によって転写レベルで制御されている。羽状目珪藻 Phaeodactylum tricornutum では、CCM に関与する葉
緑体ピレノイド局在型炭酸脱水酵素（carbonic anhydrase：PtCA1 および PtCA2）が、二次メッセンジャーであ
る cAMP を介して転写レベルで CO2 応答することが知られている。中心目珪藻 Thalassiosira pseudonana にお
いても、ペリプラズム局在型の TpδCA1 や TpζCA1 など、複数の CCM 関連因子が cAMP を介して転写レベル
で CO2応答する。cAMP は、アデニル酸シクラーゼ（adenylyl cyclase：AC）により ATP から合成される。AC
はバクテリアから真核生物まで広く保存されており、可溶型 AC（sAC）と、膜貫通型 AC（tmAC）に大別さ
れ、一部の AC は無機炭素によって直接活性化されることで CO2 センサーとして機能することが報告されて
いる。珪藻 P. tricornutum および T. pseudonana のゲノム上にも、無機炭素によって活性制御を受けると予測さ
れる tmAC 及び sAC が複数存在し、これらの AC が CCM 因子を制御する CO2 センサーとして機能している
と考えられる。本研究では、中心目珪藻 T. pseudonana における CO2 応答メカニズムと AC の関係を解明する
ために、T. pseudonana の AC 候補（TptmAC1、TptmAC2 及び TpsAC1）の機能解析を行った。 
 
【実験方法】他の生物で無機炭素感受性が確認された AC のオルソログ検索し、5 つの AC を候補とした。そ
のうち 3 つの AC 遺伝子（TptmAC1、TptmAC2 及び TpsAC1）について、通気 CO2 濃度に対する発現応答性の
解析を行った。また、無機炭素によって活性制御を受ける AC が存在するか、タンパク質粗抽出物の AC 活性
測定を行うことで確認した。次に 3 つの AC それぞれを標的とした RNAi 変異株を作製した。標的遺伝子の発
現量抑制効果は、qRT-PCR により評価した。ノックダウンが確認できた株については cAMP を介して CO2 転
写応答性を示す TpδCA1、TpδCA3 及び TpζCA1 の mRNA 蓄積量の解析を行った。さらに TptmAC1 RNAi 候補
株を pH 8.2 に調整した通常 F/2ASW と pH 7.2 の低 pH F/2ASW を用いて高 CO2環境（1％）及び低 CO2（0.04％）
環境でそれぞれ培養し、生育速度解析を行った。 
 
【実験結果と考察】T. pseudonana において無機炭素感受性AC候補が 5 つ見つかった（TptmAC1-3 及びTpsAC1-
2）。それらのうち活性部位であるアミノ酸が他の生物の無機炭素感受性 AC のものと同じであった TptmAC1、
TptmAC2 及び TpsAC1 に着目し、発現量解析を行った。その結果、3 つの AC とも低 CO2 で発現量が上昇し、
CO2 応答性を示した。さらに、タンパク質粗抽出物を用いた活性測定の結果、無機炭素によって活性制御を受
ける AC が存在することが示唆され、活性には Mn2+が必要であることが分かった。作製した TptmAC1 及び
TptmAC2 の RNAi 株のうち、それぞれ 2 つの候補株を用いて cAMP を介して CO2 応答性を示す下流遺伝子
（TpδCA1、3 及び TpζCA1）の mRNA 蓄積量を解析した。その結果、WT と比較して、TptmAC1 RNAi 候補株
では特に低 CO2 濃度で顕著に TpδCA1、3 及び TpζCA1 の mRNA 蓄積量の増加傾向が見られ、TptmAC2 RNAi
候補株では高 CO2 濃度でも 3 つの CA の mRNA 蓄積量の増加傾向が見られた。TptmAC1 RNAi 候補株におい
て生育速度解析を行った結果、培地の pH に依存して誘導期の遅延及び最大到達 OD730 の低下が見られた。こ
れらのことから TptmAC1 は低 pH 耐性と環境変化の順化に必要であることが示唆された。 
